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IgG

DEFINITION

Le coffret ELISIS VASCULITIS PR3 IgG (£7<) permet une
recherche qualitative et quantitative, par méth&ddSA, des
anticorps anti-protéinase 3 (PR3) d'isotype 1gG dEnsérum
humain.

Les résultats obtenus avec le coffEtlSIS VASCULITIS PR3

IgG (£nd) associés a des examens complémentaires et au
contexte clinique, constituent pour le clinicien wWément
important dans le diagnostic différentiel des vémties
autoimmunes.

Le coffret ELISIS VASCULITIS PR3 IgG (£0d) peut étre
utilisé avec I'automate de dilution/répartitiQARIS™,

VALEUR DIAGNOSTIQUE

Les ANCA forment une famille d'autoanticorps doatvialeur
diagnostique et pronostique au cours des diffésevdscularites
systémiques primitives, qu'elles soient ou non @éss a une
glomérulonéphrite, est maintenant bien établie.

lls sont dirigés contre les constituants antigégsgprésents dans
les granules primaires azurophiles (granules alplda)k
polynucléaires neutrophiles et dans les lysozoraeaahocytes.

Les ANCA ont tout dabord été mis en évidence par
immunofluorescence indirecte utilisant des polyéairks
neutrophiles humains fixés a I'éthanol. La présatiddICA se
caractérise par deux principaux aspects de répartiien
distincts : l'une cytoplasmique et l'autre périgagle. Ces deux
types dénommeés c-ANCA et p-ANCA, sont respectiverfiés,

de fagon prédominante a des anticorps dirigés eofdr
protéinase 3 (PR3) et contre la myéloperoxydaseqMP

La détection par immunofluorescence des ANCA pose
néanmoins des probléemes de diagnostic différemtais la
mesure ou il est possible de rencontrer ces aptcan
association avec d'autres autoanticorps donnardspect trés
voisin. Ceci existe aussi bien dans le Wegenezsetvdscularites
ou l'association d'ANCA a d'autres autoanticorpstéa décrite
(facteur rhumatoide, anticorps anti-nucléaire, -amitscle lisse,
anti-thyroidien, etc.) que dans les collagénossshépatites auto-
immunes qui, en plus de leurs autoanticorps spéeifi, peuvent
lors de tableaux cliniques particuliers dévelopjes ANCA.

La sensibilité diagnostique des ANCA est particaligent
importante pour la granulomatose de Wegner (anB}PRe
syndrome de Churg et Strauss, la péri-artériteasampique et
les glomérulonéphrites a croissants (anti-MPO).

Ces maladies représentent une urgence médicalanglique

une stratégie de sécurité en matiére d'identifinaties ANCA

basée sur une caractérisation en deux temps:

1- par immunofluorescence indirecte ou les deux aspect
reconnus donnent une premiére orientation vers un
diagnostic.

2- une précision fiable des cibles antigéniques (MROPR3)
par des techniques immunologiques spécifiquesartilides
antigenes purifiés.

Fr. Mars 2009

2
©
O
c
©
Lo

PRINCIPE DU TEST

La protéinase 3 (PR3) native (purifiée a partir dganules
azurophiles des polynucléaires neutrophiles huraiast
absorbée sur un support solide constitué de 1zthesrde 8
micropuits en polystyrene.
« Dans un premier temps, I'‘échantillon a tester dagdiuis
mis a incuber dans les puits de la micropladiii.contient
les anticorps recherchés, ceux-ci vont se fixer aux
antigénes correspondantsprés incubation, les anticorps
non fixés sont éliminés par lavage.

« Un conjugué monoclonal anti-lgG humaine couplé a la
peroxydase de Raifort est ensuite rajouté a chpgite. Il se
fixe au complexe antigéne-anticorps précédemmemhéo
Aprés incubation, I'excés de conjugué est éliming pa
second lavage.

« L'étape de chromogénése est réalisée en dépossutiderat
de l'enzyme : TMB (3,3',5,5'-tétraméthylbenzidinelu

cours de celle-ci, se développe une coloration
proportionnelle a la quantité d'anticorps présedens
I'‘échantillon.

« L'addition de HCI(1 M) permet de bloquer la réaction
enzymatique.

« La lecture des densités optiques a 450nm sur
spectrophotométre constitue la derniére étape aesaéon
du test.

un

« L'intensitt de la coloration du chromogéne est
proportionnelle a la quantité de conjugué liée ammlexe
anticorps-antigéne et donc proportionnelle a laceatration

initiale en autoanticorps du patient.

ECHANTILLONS

« Le test doit étre réalisé sur du sérum. Utilisepdeférence
des échantillons de sérum fraichement prélevés. Les
prélevements doivent suivre les recommandations
nationales.

« Eviter d'utiliser des sérums lipémiques ou hémalysénsi
gue des prélevements congelés et décongelés phesfdis.

« Si le dosage n'est pas effectué immédiatement,
échantillons devront étre conservés réfrigéréseen2°C et
+8°C pendant 5 jours maximums. Au-dela, ils deviémne
congelés a -20°C.

« Afin de limiter toute fixation non spécifique, iltesonseillé
de centrifuger et de filtrer les échantillons cdégedepuis
plus de 6 mois et troubles.

les
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STABILITE ET CONDITIONS DE CONSERVATION

- Les réactifs et les barrettes de puits sensibitie@égent étre
conservés entre +2°C et +8°C dans leur conditioemém
d’origine.

« Ne pas utiliser un coffret dont les dates de pétiamsont
dépassées.

« Aprés la premiére ouverture, conserver les bagettm
utilisées a l'intérieur de la pochette plastiquepedsence
du sachet déshydratant et les remettre immédiateanére
+2°C et +8°C.

- Aprés la premiere ouverture, conserver tous lestiféa
entre +2°C et +8°C.

REACTIFS

Microplaque de 96 puits sensibilisés avec la pnatge 3
(PR3) native (purifiée a partir des granules |
azurophiles des polynucléaires neutrophiles .
humains)

(12x8 puits individuels sécables)

12
barrettes

1 flacon d’Etalon Seuil (bouchon bleu: solution rjay
contenant du sérum humain dilué et de l'azide dituso <
0.1% (agent de conservation)

Prét a I'emploi

6 flacons de Calibrateur (intensité de couleurssante en
fonction de la concentration : solution jaune) emaint du
sérum humain dilué et de 'azide de sodium < 0.a%eNt
de conservation)

Prét a I'emploi

1 flacon de Contrble Positif (bouchon rouge: solutiaune)
contenant du sérum humain dilué et de 'azide dikuso <
0.1% (agent de conservation)
Prét a I'emploi

1x1,5ml

6 x1,5ml

1x1,5ml

1 flacon de Controle Négatif (bouchon vert: solntjaune)
contenant du sérum humain dilué et de l'azide dituso <
0.1% (agent de conservation)

Prét a I'emploi

1 flacon de Conjugué anti- IgG- humaine couplé a la
peroxydase (bouchon bleu: solution bleue)

Prét a I'emploi

1x1,5ml

1x15ml

1 flacon de Substrat TMB (bouchon n0|r) composé | de
TMB/H20; stabilisé. 1x15ml

Prét a 'emploi

1 flacon de Diluant échantillon — concentré x5 (Hwan
blanc: solution jaune) composé de Tris, de NaCISérim
albumine bovine et d'azide de sodium < 0.1% (agit
conservation)

A diluer

1 x20ml

1 flacon de Tampon de Lavage — concentré x50 (kmuch
blanc: solution verte) composé de Tris, de NaCITWeen
20 et d’azide de sodium < 0.1% (agent d
A diluer

1 x20ml

1 flacon de Solution d’arrét (bouchon blanc: saolati
incolore) contenant HCI (1M)
Prét a I'emploi

1x15ml

Les coffretsELISIS VASCULITIS PR3 IgG (&14) sont
calibrés en unités arbitraires (UA/ml).

M ATERIEL NECESSAIRE NON FOURNI

Eau purifiée (selon les exigences de la Pharmacdpsge
Etats Unis ou de la Pharmacopée européenne)

Lecteur de microplaque avec filtre de 450nm etefiie
référence optionnel de 620nm (600-690nm)

Eprouvettes (100-1000ml)
Tubes a hémolyse pour les dilutions de sérum
Vortex

Pipettes de précision capables de délivrer préaréiuie
10ul & 1000yl ou distributeur répétitif capablesidivrer
précisément de 100ul a 1000ul

Laveur de microplaque (pipettes répétitives ou tpiise
multicanaux ou systéme automatisé capables dereéliv
précisément 300ul)

Papier absorbant

PREPARATION DES REACTIFS

L'ensemble des réactifs doit étre préparé extenmgonant.

1.

Préparation de la Solution “Diluant d’échantidin »

Diluer la Solution « Diluant d’échantillon » condeh au
1/5 en eau distillée.
Ex: 20ml dans 80ml

Durée de conservation : 1 mois entre +2°C et +8°C.

Préparation du tampon de lavage

Diluer le tampon de lavage concentré au 1/50 en eau
distillée.
Ex: 20ml dans 980ml

Préparer 20ml de tampon de lavage dilué pour & pmuit
200ml pour 96 puits.

Durée de conservation : 1 mois entre +2°C et +8°C.

Préparation des échantillons

Diluer les échantillons au 1/101 dans la solutierDduant
d’échantillon (x1).
Ex: 1000u! de Diluant d’échantillon (1x) + 10ul si&rum

Agiter vigoureusement au vortex.

Etape de lavage
< Lavage automatisg

Pour le calcul du volume de tampon de lavage, pecad
considération les volumes nécessaires pour la pépa
des instruments ainsi que les volumes morts destpgp

% Lavage manuel
Vider les puits par retournement de la plaque.

Tamponner vigoureusement la plaque retournée sur un
papier absorbant.

Distribuer 300ul de tampon de lavage dilué (x1)sdan
chaque puits et attendre 20 secondes.

Répéter entierement la procédure deux fois.

Microplaques
Déterminer le nombre de puits exact nécessairesu t

Replacer les puits, non utilisés a l'intérieur depbchette
plastigue en présence du sachet déshydratant et les
remettre immédiatement entre +2°C et +8°C.
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PRECAUTIONS

Ramener tous les réactifs et les échantillons iatp&ment a
température ambiante (+18°C/+25°C) avant utilisatio
S’assurer que les plaques soient bien égouttéés apaque
lavage.

Ne pas fumer, ne pas manger ou boire en maniple!aitt

Ne pas pipeter a la bouche.

L'étalon seuil, les calibrateurs et les controlessd’origine

humaine. Pour chacun, les recherches d’anticorps-éiH 1

et 2, anti-VCH et d’antigénes de I'hépatite B satggévélées
négatives. Toutefois s’agissant de produits poddiathent
infectieux, il est nécessaire de les manipuler aves
précautions d'usage.

Ce coffret contient des composants potentiellerdangereux
qui ne sont pas classifiés comme irritant pourylesx et la
peau. Toutefois, il est recommandé d’éviter le aohavec les
yeux et la peau et de porter des gants jetables.

L’étalon seuil, les calibrateurs, les contrleslest tampons
contiennent moins de 0.1% (w/v) d’'azide de soditla.pas
avaler et éviter tout contact avec la peau et leguauses.
L'azide de sodium peut former des mélanges exgldsit de
son élimination dans les canalisations de cuivrdeeplomb.
Rincer abondamment lors de telles éliminations.

Le coffret ELISIS VASCULITIS PR3 IgG (&md) a été
élaboré dans le respect des
67/548/CEE et 1999/45/CE en ce qui concerne
classification, I'emballage et I'étiquetage des pamations
dangereuses.

ELISIS VASCULITIS PR3 IgG (£nd) a été optimisé pour
les conditions opératoires précisées dans cetteendte non-

respect des dilutions, de la préparation des feactiu

protocole ou la substitution d'un réactif par urtrayroduit

peuvent affecter les performances finales du test.

Ne pas mélanger, ni substituer les réactifs ouaplagues de
lots différents, car cela pourrait entrainer desatians de
résultats.

Incubation: pour les systemes automatisés, il est

recommandé de réaliser le protocole a +30°C.

Ne jamais exposer les réactifs a une températyrérigsure a
+ 37°C.

Pipeter toujours le Substrat et le Conjugué aveccdees non
souillés.

Protéger le Substrat de la lumiére.

M ODE OPERATOIRE

1. Préparation du test
Utiliser la feuille de travail contenue dans lefoetf pour
noter la localisation des échantillons.

Retirer le nombre exact de puits nécessaires &aeples
puits non utilisés dans la pochette de protectioec de
sachet déshydratant.

Utilisation d’'une courbe
interprétation quantitative

Pour chaque série d’essais, prévoir en double:

- Calibrateurs (Cal A, Cal B, Cal C, Cal D, CaltEal F)
- Contréle positif (Ctrl +)

- Contréle négatif (Ctrl -)

- Echantillon dilué (S)

d’étalonnage pour une

Directives européennes
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qualitative
Pour chaque série d’essais, prévoir en double:

- Contrdle négatif (Ctrl -)
- Etalon seuil (Ctrl Ref)
- Contréle positif (Ctrl +)
- Echantillon dilué (S)
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2. Incubation des échantillons

(e}

o

m

Déposer 100ul d'étalon seuil ou 100ul de chaque

calibrateur et 100ul des contrbles négatif et fodins
les puits identifiés.

Déposer 100ul d’échantillons dilués.

Incuber 30 minutes a température ambiarie C/+32°C)
Etape de lavage:

Vider les puits par retournement de la microplaque.

Procéder a une série de 3 lavages en tampon dgelava

(300pl/puits).

3. Incubation du conjugué
Déposer 100ul de conjugué dans tous les puits.
Incuber 30 minutes a température ambigreerC/+32°C)

Etape de lavage:
Vider les puits par retournement de la microplaque.

Procéder a une série de 3 lavages en tampon dgelava

(300ul/puits).
4. Incubation du substrat
Déposer 100ul de substrat TMB dans tous les puits.

Incuber 30 minutes a température ambiarde C/+32°C)
Protéger les puits de la lumiére intense.

5. Arrét de la réaction
Déposer 100ul de solution d’arrét dans chaque .puits
Incuber au minimum 5 minutes.
Agiter délicatement la microplaque pendant 5 seesnd

6. Lecture

Lire la densité optique de chaque puits a 450nns (de

filtres 450/620nm peuvent étre éventuellementsdtd) au
cours des 30 minutes suivant I'arrét de la réaction
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INTERPRETATION DES RESULTATS

Pour une interprétation quantitative, tracer la courbe
d'étalonnage sur du papier logarithmique en portant
ordonnées (axe des Y) les DO de chaque calibrateen
abscisses (axe des X) leurs valeurs correspondantegy/ml.
Afin d'obtenir de meilleurs résultatsfd. recommande
d'utiliser les courbes log (x) / lin (y) et 4 paraires
d’'ajustement. A partir de la courbe et de la dénsiptique
obtenue pour chaque échantillon, déduire la corggon en
anticorps en UA/ml.

Résultats positifs
> 15 UA/mI

Résultats négatifs
<15 UA/mI

Exemple de courbe d’étalonnage
Il est recommandé de tester les calibrateurs ars @michaque
série d'essais.

Calibrateurs 1gG DO 450/620nm CV % (Variation)
0 UA/mI 0,040 0,7
3 UA/mI 0,175 2,7
10 UA/m 0,350 1,8
30 UA/mI 0,680 3,4
100 UA/mI 1,220 0,4
300 UA/mI 2,130 0,8

Exemple de calcul

Patient DO (en double) Moyenne (DO) Résultat (UA/mI)
PO1 0,557/0,572 0,565 23,0
P02 0,998/1,045 1,022 63,8

Ne pas utiliser cet exemple pour interpréter vosukats !

Les données spécifiques de chaque lot sont indigséans
les certificats d’analyse joints.

Chaque laboratoire doit établir ses propres valderplage
(normale) de référence, en fonction de ses tecksjgle ses
contrbles, de ses équipements et de sa populaipatients.

Pour une interprétation qualitative, lire la densité optique
de I'étalon seuil et des échantillons patients. Gamr la
densité optique obtenue pour les échantillons pistia celle
de I'étalon seuil. Les échantillons patients ayam¢ densité
optique supérieure a celle de I'étalon seuil samismérés
positifs.

DO Patient < DO étalon seuil =>Négatif

DO Patient > DO étalon seuil => Positif

Le diagnostic clinique définitif ne doit pas étre miquement
basé sur les résultats obtenus avec ce test, maisdoit
résulter de linterprétation du contexte clinique €& des
examens complémentaires. Différentes méthodes de
diagnostic doivent étre associées pour établir leiafnostic
définitif.

LIMITES

Les sérums hémolysés, lipémiques, ictériques
bactériologiquement contaminés peuvent entrainerékultats
faussement positifs.

CONTROLE QUALITE

Le coffret contient un contréle positif et un cahér négatif. II

est conseillé de les doser au cours de chaqueréétisée. Les
valeurs obtenues pour ces contréles doivent étrepdees
dans lintervalle des valeurs précisées sur ledificats

d'analyse. Si les résultats des contrbles ne sasicpnformes
aux résultats attendus, les essais doivent étéaagp

£And. propose un contréle multiparamétrique externepguit
étre testé en paralléle (IMMUNO-TROL |, réf : HMQ3&e
controle est a tester de facon identique a ceBeédbantillons.
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SCHEMA RECAPITULATIF DU MODE OPERATOIRE

QUANTITE A REACTIFS
- - CONDITIONS D’ INCUBATION
DISTRIBUER M ETHODE M ETHODE
QUANTITATIVE QUALITATIVE
Calibrateurs N s
1o0pl ABCDEetE Contréle négatif
' (én (’jou,ble) (en double)
100! Controle positif '?é?}'%’; fbelz')'
INCUBATION (en double) 30 min a TA
100ul Contréle négatif Controle positif
(en double) (en double)
100ul Echantillons dilués Echantillons dilués
(en double) (en double)
L AVAGE Laver 3 fois en tampon de lavage (300ul/puits)
I NCUBATION DU CONJUGUE 100l Conjugué anti-lgG-HRP humaine 30 mina TA
L AVAGE Laver 3 fois en tampon de lavage (300ul/puits)
REACTION ENZYMATIQUE 100ul Substrat TMB 5 . 30 min a TA.\ .
A protéger de la lumiére intensg
ARRET DE LA REACTION 100ul Solution d’arrét (1M HCI) 5 min
TA: température ambiante (+20°C/+32°C)
SYMBOLES UTILISES
(\% Risques biologiques - X‘BT Limites de température Référence catalogue
Consulter les instructions Dispositif medical de diagnostic ir|
(13 dutilisation IVD \itro Code du lot
Nombre de tests A utiliser jusque c € Déclaration de conformité CH

| DIL ; SPE x|

Diluant échantillon

Solution Stop

Etalon de référence

Tampon de lavage Calilbrateur Microplaque

Contrdle

Substrat CONJ

....................................

.ComtROL Conjugué

BioMédical Diagnostics SA

Q

E-mail : support@bmd-net.com
Internet : www.bmd-net.com

Siege social
Actipole 25
4 bld de Beaubourg
77435 Marne la Vallée Cx2
France

Tél:33164621012
Fax :33 16462 09 66
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IVD

biomedical diagnostics

ELISIS VASCULITIS PR3 1gG
REF| LIS 1302

DEFINITION

ELISIS VASCULITIS PR3 IgG kit (£74) is an enzyme linked
immunoassay (ELISA) for the qualitative or quatitia
determination of IgG anti-proteinase 3 (PR3) amulie® in human
serum samples.

The results of thELISIS VASCULITIS PR3 IgG kit (£04) are
to be used in conjunction with the clinical findingnd the other
laboratory tests to aid in the differential diagaas autoimmune
vasculitis.

ELISIS VASCULITIS PR3 IgG kit (£14.) may be used with the
CARIS™ system(diluting and dispensing device).

DIAGNOSTIC VALUE

ANCA antibodies form a family of autoantibodieswafich the
diagnostic and predictive value for the differemcrotising
vasculitis and ‘overlap’ systemic vasculitis, asated with
glomerulonephritis or not, is now well established.

They are directed against antigens present in tth@apy
azurophilic granules (alpha granules) of polynuclea
neutrophils and in the lysosomes of monocytes.

ANCA antibodies are in the first place detectednbgans of
indirect immunofluorescence using human ethanaefix
neutrophil slides. The presence of ANCA is chandsste in
two distinct staining patterns: one cytoplasmic dnel other
perinuclear. These two types called c-ANCA and pci\ are
predominantly related respectively with antibodie®
proteinase 3 (PR3) and myeloperoxidase (MPO).

The detection of ANCA with IFA only, may give prephs in
the differential diagnosis when one realizes thét possible to
have very similar patterns caused by other autoadies. This
hold true as well in Wegener's granulomatosis aaslculitis,
where the association of ANCA with other autoanties is
described (rheumatoid factor, anti-nuclear antibsdianti-
smooth muscle antibodies, anti-thyroid, etc.) asaltagenosis,
autoimmune hepatitis where, besides specific atituadies,
also ANCA could develop.

The diagnostic sensitivity of ANCA is of particulemportance
with Wegener's granulomatosis (anti-PR3), Churgasts
syndrome, microscopic periarteritis and idiopatbiescentic
glomerulonephritis (anti-MPO).

These diseases represent a medical emergency quilera

safe strategy for the identification of ANCA based one

characterisation in two ways:

1- By indirect immunofluorescence where two knovattgrns
give a first orientation to the diagnosis.

2- A reliable identification of antibodies against th@rget
antigens (MPO and PR3) with specific immunologic
techniques using purified antigens.

Ag. Mars 2009

English

ASSAY PRINCIPLE

Purified native human proteinase 3 (PR3) (from huma
neutrophil granulocytes) is coated onto a polystgrmicrotiter
plate (12 strips of 8 wells).

- First, the diluted sample is added to the coated, we
which allows to bind. After incubation, unbound {&ios
are removed by washing.

« Then, a monoclonal anti-human I1gG conjugated to
horseradish peroxidase is added to each well. The
conjugate binds to the antigen-antibody complexerAf
incubation, the excess conjugate is removed bycanse
wash.

« The chromogenic step is performed by the additibn o
TMB substrate (3,3',5,5' — tetramethylbenzidinelring
this step, a colour will develop in proportion thet
amount of antibodies in the sample.

- Addition of Stop Solution HCI (1 M) serves to sttpe
enzymatic reaction.

- After stopping the reaction by HCI (1 M) the optica
density is read by a spectrophotometer at 450nm

The rate of color formation from the chromogen is a
function of the amount of conjugate bound to thiégamn-
antibody complex and this is proportional to thdiah
concentration of the respective antibodies in théept
sample.

SAMPLES COLLECTION AND HANDLING

« The test should be performed on serutse preferentially
freshly collected serum samples. Blood withdrawalsm
follow national requirements.

- Lipemic sera should be avoided, as well as sanmpihésh
have been frozen and defrosted more than once.

« If determination is not performed immediately, s&msp
should be stored at +2°C/+8°C for no longer thameak
or frozen.

- To avoid any non-specific fixation, samples whichvé
been frozen for more than 6 months or which aredyp
should be centrifuged and filtered.
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STABILITY AND STORAGE

« Store reagents and assay strips at +2°C/+8°C in dhen
package.

- Do not use kits beyond the expiration date.
+ Store unused strips into their plastic bag withdbsiccant.

. Store all components immediately after use again at

+2°C/+8°C.

REAGENTS

96 wells microplate coated with purified native faum
proteinase 3 (PR3) (from human neutrophil grantds)y
(12x8 individual breakaway microwells)

12 strips

1 vial of Cut-off Calibrator (capped blue: yellowlstion)
containing: human serum (diluted), sodium azide X
(preservative)

Ready to use

6 vials of Calibrators (color increasing with
concentration: yellow solution) 0, 3, 10, 30, 13m0
U/mL containing: human serum (diluted), sodium ezd| 6 x 1.5mL
0.1% (preservative)
Ready to use

1x1.5mL

1 vial of Positive control (capped red: yellow d@n)
containing: human serum (diluted), sodium azide X®
(preservative)
Ready to use

1 vial of Negative control (capped green: yellouson)
containing: human serum (diluted), sodium azide X4
(preservative)
Ready to use

1 vial of anti-human IgG-HRP Conjugate (capped blug
blue solution)
Ready to use

1 vial of TMB Substrate (capped black) containing

1x1.5mL

1x1.5mL

1x15mL

1 x15mL

stabilized TMB/ HO,

Ready to use

1 vial of Sample Diluent - 5x concentrated (cappbite:

yellow solution) containing: Tris, NaCl, BSA, sodiu 1 x 20mL

azide < 0.1% (preservative)
To dilute

1 vial of Wash Buffer - 50x concentrated (cappedtevh
green solution) containing: Tris, NaCl, Tween 2fYjiam
azide < 0.1% (preservative)
To dilute

1 x20mL

1 vial of Stop Solution (capped white: colorleskigon)
containing: 1M HydrochloricAcid) i
Ready to use

1x15mL

ELISIS VASCULITIS PR3 IgG kit (£n<) is calibrated in
arbitrary units (AU/mL).

M ATERIAL REQUIRED BUT NOT PROVIDED

Purified water (according to the definition of tbkaited
States Pharmacopeia and the European Pharmacopeia)

Microtiter plate reader 450nm reading filter andiopal
620nm reference filter (600-690nm)

Glass ware (cylinder 100-1000mL)
Test tubes for serum dilutions
Vortex mixer

Precision pipettes (10, 100, 200, 500, 1000uL) or
adjustable multipipette (100-1000uL)

Microplate washing device (300pL repeating or mul-
tichannel pipette or automated System)

Adsorbent paper

SETUP

All the reagents should be prepared as required:

1.

Preparation of Sample Diluent Solution

Dilute concentrated Sample Diluent 1/5 in distilled
water.
Ex: 20mL plus 80mL

Storage period: 1 month at +2°C/+8°C.

Preparation of wash buffer

Dilute concentrated Wash buffer 1/50 in distilledter.
Ex: 20mL plus 980mL

Prepare 20mL of diluted wash buffer for 8 wells or
200mL for 96 wells.

Storage period: 1 month at +2°C/+8°C.

Preparation of samples

Dilute to 1/101 in Sample Diluent (1x)
Ex: 1000puL Sample Diluent (1x) + 10uL serum

Shake vigorously at the vortex.
Washing Step

< Automated washing
Consider excess volumes required for setting up the
instrument and dead volume of robot pipette.

o,

% Manual washing:
Discard liquid from wells by inverting the plate.

Knock the microwell frame with wells downside
vigorously on clean adsorbent paper.

Pipette 300ul of diluted wash buffer into each ywehiit
for 20 seconds.

Repeat the whole procedure twice again.

Microplates
Calculate the number of wells required for the.test

Remove unused wells from the frame, replace an@ sto
in the provided plastic bag, together with desitcaeal
tightly (+2°C/+8°C).
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PRECAUTIONS

Allow all reagents and samples to come to room t¥atpre
(+18°C / +25°C) before handling.

Check that all plates are well drained after eaabhw

Do not smoke, eat or drink when manipulating the ki

Do not pipette by mouth.

Human sources for the preparation of calibratorsdan
controls have been tested and found negative fobaaly to
HIV 1 and 2, antibody to hepatitis C virus and hiia B
virus antigen. Nevertheless, no test can offer detap
assurance that HIV, hepatitis B virus or other aifeus
agents are absent. Therefore, the reagents shauliahdled
as potentially infective materials.

This kit contains potentially hazardous componefimugh kit
reagents are not classified being irritant to eged skin we
recommend to avoid contact with eyes and skin aedrw
disposable gloves.

Calibrators, Controls and Buffers contain less 4R (w/v)
sodium azide. Do not eat and avoid contact withn skid
eyes. This substance can form explosive mixturespper or
lead piping. Rinse thoroughly after flushing.

ELISIS VASCULITIS PR3 IgG kit (&7d) has been
developed according CE Directives 67/548/EEC and
1999/45/EC relating to the classification, packggiand
labeling of dangerous preparations.

ELISIS VASCULITIS PR3 IgG kit (£7d) has been
optimized for the use as describe in this proced@ not
substitute other manufacturer's reagents. Diluticr

adulteration of these reagents may also affecpémormance
of the test. Close adherence to the test procedilir@assure
optimal performance.

Do not mix or substitute reagents or microplatesnfidifferent
lot numbers. This may lead to variations in thelltes

Incubation; We recommend test performance at +30°Gor
automated Systems.
Never expose components to higher temperature+Barc.

Always pipette Substrate and Conjugate swith bnae tips
only.

Protect Substrate from light.

METHOD

1. Preparing the test
Use the work sheet to note the sample locations.

Detach the exact number of wells needed and return

unused wells to plastic pouch provided in the kith the
desiccant bag.

For quantitative interpretation use calibrators testablish a
standard curve

Set out in duplicate:

- CalibratorgCal A, Cal B, Cal C, Cal D, Cal E and Cal F)
- Positive control (Ctrl +)

- Negative control (Ctrl -)

- Diluted samples (S)

N
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®@ m m O O W >

ot

For qualitative interpretation use cut-off calibratrs

Set out in duplicate:

- Negative control (Ctrl -)

- Cut-off calibrator (Ctrl Ref)
- Positive control (Ctrl +)

- Diluted samples (S)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

IDOOCO,

I 2] ul m o [¢] @

00

2. Sample incubation
Add 100uL of Calibrators OR Cut-off Calibrator and
controls into the designated microwells
Add 100uL of diluted samples
Incubate for 30 minutes at room temperaiupe°c/+32°C)
Wash step:
Remove the contents of the wells by rapid inversion
Wash 3 times with 300uL of washing buffer

3. Incubation of conjugate
Add 100puL of conjugate
Incubate for 30 minutes at room temperaure°c/+32°C)
Wash step:
Remove the contents of the wells by rapid inversion
Wash 3 times with 300uL of washing buffer

4. Incubation of substrate
Add 100uL TMB substrate into each well
Incubate for 30 minutes at room tempera{upe°c/+32°C)
Protect the wells from intense light

(2]

. Stop solution

Add 100uL of Stop solution to each well
Incubate for 5 minutes minimum
Agitate plate carefully for 5 sec.

6. Reading

Read the optical density of each well at 450nm
(optionally 450/620nm) within 30 minutes.
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INTERPRETATION OF RESULTS

For quantitative interpretation establish the standard curve
by plotting the optical density (OD) of each -calibrator
(y-axis)with respect to the corresponding concentrationesl
in AU/mL (x-axis). For best resulte"d. recommend log (x) /
lin (y) coordinates and 4-Parameter Fit. From tti2 @ each
sample, read the corresponding antibody conceotisti
expressed i\U/mL.

Positive Results
> 15 AU/mL

Negative Results

<15 AU/mL

Example of a standard curve
We recommend pipetting calibrators in paralleldach run.

Calibrators IgG OD 450/620nm CV % (Variation)

0 AU/MmI 0.040 0.7
3 AU/MmI 0.175 2.7

10 AU/ml 0.350 1.8

30 AU/mI 0.680 3.4

100 AU/mI 1220 0.4

300 AU/mI 2.130 0.8

Example of calculation
Patient Replicate (OD) Mean (OD) Result (AU/mL)

PO1 0.557/0.572 0.565 23.0
P02 0.998/1.045 1.022 63.8

Do not use this example for interpreting patientssults!
For lot specific data, see enclosed quality contrakrtificate.

Each laboratory should establish its own normabyeabased
upon its own techniques, controls, equipment antiema
population according to their own established pdoces.

For qualitative interpretation read the optical density of the
cut-off calibrator and the patient samples. Compaatent's
OD with the ODof the cut-off calibrator. All samplavhich
are higher than cut-off are considered positive.

OD Patient < OD cut-off
OD Patient > OD cut-off

Negative:

Positive:

A definite clinical diagnosis should not be basedmothe
results of the performed test only, but should be ade by
the physician after all clinical and laboratory findings
have been evaluated. The diagnosis is to be verdieising
different diagnostic methods.

LIMITATION

Hemolytic, lipemic, icteric samples or contaminatsgnples
with may confound the results of this assay.

QUALITY CONTROL

The kit contains positive and negative controls.thBo
positive and negative control should be includethweach
run of the test. Positive and negative controlsceatration
should fall within the range printed on the qualityntrol
certificate. If either reagent control is invalitie test should
be repeated.

4md - offers an external multiparameter quality control
(IMMUNO-TROL I, Cat: HM036). This control should be
handled as samples.
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SUMMARY OF M ETHOD

AMOUNT TO BE REAGENTS INCUBATION
DISTRIBUTED QUANTITATIVE QUALITATIVE CONDITIONS
METHOD METHOD

100uL Calibrators Negative Control

A B,C,D,EandF (in duplicate)
(in duplicate)
100uL Positive Control Cut-off calibrator
INCUBATION OF SAMPLES (in duplicate) (in duplicate) 30 min at RT

100uL Negative Control (in Positive Control
duplicate) (in duplicate)

100uL Diluted samples Diluted samples
(in duplicate) (in duplicate)

WASHING Wash 3 times with washing buffer (300uL/ well)
INCUBATION OF Anti-human IgG-HRP conjugate 30 min at RT
CONJUGATE
100pL
WASHING Wash 3 times with washing buffer (300uL/ well)
30 min at RT
ENZYME REACTION 100pL TMB Substrate protected from intense light
STOP REACTION 100pL Stop solution (1M HCI) 5 min

RT: room temperature (+20°C/+32°C)

SYMBOLS USED

A S 48T N
(g% Biological risk J}r Temperature limitation REF Catalog Number
AL +IT
[:[E Read instructions for use IVD In Vitro Diagnostic Use LOT Lot Number
Number of tests Use by c ( EC Declaration of Conformity

Sample Diluent Stop Solution CONTROL ‘ ' Cut-off calibrator
Wash Buffer Calibrator Microplate
Control Substrate CONJ Conjugate

BioMédical Diagnostics SA

Office
Actipole 25
4 bld de Beaubourg
77435 Marne la Vallée Cx2
France

Tel : 33164621012
Fax:33 16462 09 66

€

E-mail : support@bmd-net.com

Internet : www.bmd-net.com
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